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@ Vorrlchtung zur parallelen Durchfuhmng einer Vielzahl von chemlschen Reaktlonssequenzen. 

® Vorrlchtung zur Durchfuhrung chemischer Reaktionsse- 

quenzen mit einer ersten Anzahl n von vorzugsweise kreis- 

formigen Reaktionsscheiben (1), die stapelformig Qbereinan- 

der angeordnet und individuell gegeneinander verschiebbar 

sind, Mittein zur Festlegung der Verschiebung In einer 

zweiten Anzahl m von gleichen Schritten. m in den Schrittab- 

standen voneinander angeordneten durchgehenden Bohrun- 

gen (11, 14) der Scheiben, von denen eine /e Scheibe zu einer 

Reaktionskammer (14) erweitert ist und Mittein zum Zuruck- 

halten eines Tragermaterials in der Reaktionskammer beim 

Durchfluss eines Reagenz. 
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Vorrichtunq zur parallelen Durchfuhrung einer Vielzahl 
von chemischen Reaktionssequenzen 



Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Durch- 
fuhrung einer Vielzahl von Reaktionssequenzen. Eine der- 
artige Vorrichtung eignet sich speziell zur Synthese von 
Polymermolekiile wie Nukleotiden. Proteinen etc. an einem 
15 Tragermaterial wie z.B. Glas, Kieselgel oder andarein 
geeigneten Material. 



20 



25 



30 



35 



In der Regel geschieht der chemische Aufbau solcher 
Polymermolekule in Reaktionskammern (z.B. Fritten, Saulen. 
etc.) in welchen der erste Baustein der zu synthetisieren- 
den Molekule an das entsprechende Polymermaterial gebunden 
vorliegt und die Zudosierung der zur Synthese erforderli- 
chen Reagenzien entweder manuell oder automatisch erfolgen 
kann. 

Es liegt in der Natur der Reaktionssequenzen, dass 
2um Aufbau eines langerkettigen Molekiils verhaltnismassig 
viel Zeit benotigt wird. Benotigt man eine Vielzahl ver- 
schiedener, aus den gleichen Bausteinen aufgebaute Polymer- 
molekiile, so ist der Zeitaufwand, bis alle gewiinschten 
Syntheseprodukte vorliegen. oft unertraglich lang. Daraus 
ergibt sich ein Bedurfnis nach einer Moglichkeit eine 
Vielzahl von verschiedenen Polymermolekiilen aus gleichen 
Reagenzien simultan aufzubauen. In diesem sinne liegt der 
Erfindung die Aufgabe zugrunde, eine Vorrichtung bereit- 
zustellen mit der eine Vielzahl von Reaktionssequenzen 
simultan durchgefuhrt werden kann. 

Bu/mg 22.8.1985 
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Erfindungsgemass wurde dies durch die im Patentan- 
spruch definierte vorrichtung erreicht. 

Die vorrichtung dient speziell zur simultanen 
Synthese einer Vielzahl von DNA- und RNA-Segmenten unter- 
schiedlicher Kettenlange und Sequenz an einem polymeren 
Trager material, in an sich bekannter Weise werden dabei die 
DNA-Segmente aus Mononukleotiden aufgebaut, wobei jedes 
beliebige geeignete Tragermaterial , vorzugsweise Glasparti- 
kel und verschiedene Synthesestrategien , vorzugsweise das 
Triester- oder das Phosphit-tr iester-Verf ahren . angewandt 
werden konnen. 

Nachfolgend wird anhand der beiliegenden Zeichnungen 
ein Ausfiihrungsbeispiel der Erfindung beschrieben. Es 
zeigen 

Fig. 1 eine vorrichtung mit zehn Reaktionsscheiben 
in perspektivischer Ansicht. teilweise aufgeschnitten , 

Fig. 2 eine Aufsicht auf eine einzelne Reaktions- 
scheibe . 

Fig. 1 zeigt eine Vorrichtung zur gleichzeitigen 
Synthese von zehn ver schiedenen DNA-Segmenten , wobei als 
Trager ein Polymergr anulat verwendet wird. Der jeweils 
erste Baustein der zu synthetisierenden Ketten befindet 
sich vor dem Synthesebeginn bereits auf dem Trager. 

Die Vorrichtung besteht aus einem Stapel konzentrisch 
aufeinanderliegender runder Scheiben, in denen mehrere 
Kanalsysteme ausgebildet sind. Die sog . Reaktionsscheiben 
1-10 sind den zehn zu synthetisierenden Oligonukleotiden 
zugeordnet, d.h. in jeder Reaktionsscheibe wird ein be- 
stimmtes Oligonukleotid aufgebaut. Zu diesem Zweck weist 
beispielsweise die erste Reaktionsscheibe 1 eine Reaktions- 
kammer 11 auf. Die Reaktionskammer 11 ist eine etwa halbwegs 
zwischen der Achse und dem" Rand der Scheibe angeordnete. 
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sich von der oberen Flache bis zu etwa dreiviertel der 
Scheibendicke erstreckende Bohrung. Die Kammer dient zur 
• Aufnahme des Tragergr anulats . Am oberen Rand besitzt die 
Kammer eine umlaufende Verbreiterung zur Aufnahme einer 

5 Fritte 12, die die Reaktionskammer 11 nach oben abschliesst, 
In einer konzentrischen Ausnehmung des Kammerbodens 
befindet sich eine weitere Fritte 13, die den Abschluss 
der Kammer 11 nach unten gegenuber einer vom Kammerboden 
zur Unterflache der Scheibe fiihrenden, durchgehenden 

10 Bohrung mit sehr kleinem Durchmesser, z.B. 1 mm bildet. 

Die Reaktionsscheibe 1 weist ausser der Reaktions- 
kammer 11 vier durchgehende Bohrungen 14 von gleichem 
kleinen Durchmesser von z.B. 1 mm auf. Diese Bohrungen 



o 



sind gegenuber der Reaktionskammer um jeweils 72°, 144 
216° und 288° versetzt angeordnet. 

Die weiteren Reaktionsscheiben sind in der gleichen 
Weise aufgebaut. Sie sind individuell gegeneinander um 
20 zentrales Verbindungselement drehbar. 



Die unmittelbar anschliessende Reaktionsscheibe 2 
ist in der Zeichnung um 144° gedreht gezeigt, so dass ihre 
Reaktionskammer 15 koaxial zur Bohrung 14 der ersten 
25 Scheibe 1 liegt, 

pie nachste Reaktionsscheibe 3, die in ^der Zeichnung 
nicht mehr auf geschnitten gezeigt ist, befindet sich wie- 
der in der Lage, in der ihre Reaktionskammer -erkennbar 
30 an der Fritte 16- mit der Reaktionskammer 11 der Scheibe 1 
fluchtet. Bei der Scheibe 3 ist eine um 72° versetzte 
Bohrung 17 erkennbar. 



Den Stapel der Reaktionsscheiben 1-10 begrenzen eine 
35 obere Anschluss-Scheibe 18 zum Anschluss der Zufiihrungs- 
schlauchleitungen fiir die Reagenzien und eine untere 
Anschluss-Scheibe 21 fiir den Anschluss der wegfiihrenden 
Schlauchleitungen. Die obere Anschluss-Scheibe 18 weist 
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mit den Kanalen bzw. Reaktionskammern in den Reaktions- 
scheiben fluchtende Bohrungen 19 mit Gewinden zum Ein- 
schrauben der Fittings fiir die Zuf iihrungsschlauche . Die 
sich etwa bis zu dreiviertel der Scheibendicke erstrecken- 
den Bohrungen 19 setzen sich, ahnlich wie bei den Reaktions- 
kammern, in durchgehenden engen Bohrungen bis zur Platten- 
unterseite fort. Die untere Anschluss-Scheibe 21 kann der 
oberen entweder gleichen oder sie besitzt einen einfachen 
Sammelkanal (nicht gezeigt) , falls die verbrauchten Reagen- 
zien nicht mehr getrennt gefiihrt werden miissen. 

Die Reaktionsscheiben 1-10 und die Anschlussscheibe 
18 weisen auf ihren unteren Flachen die engen Bohrungen 
ringformig umgehende Nuten auf, die zur Aufnahrae von 
O-Ringen dienen, mit denen die Kanale an den Uebergangen 
zwischen den Scheiben abgedichtet werden* Diese Dichtungs- 
systeme sind in der Zeichnung zugunsten der Ueber sichtlich- 
keit weggelassen. 

Ueber der oberen Anschluss-Scheibe 18 ist eine obere 
Anpress-Scheibe 20 angeordnet. Entsprechend befindet sich 
unter der unteren Anschluss-Scheibe 21 eine untere Anpress- 
Scheibe 22* Diese Anpress-Scheiben 20, 22 iibertragen die 
Kraft die von einem als zentrales verbindungselement 
dienenden Bolzen 23 erzeugt wird, der sich in einer durch 
den ganzen Stapel gefiihrten axialen Bohrung befindet und 
mit einer Verschraubung (Mutter 24) versehen ist, auf den 
Stapel. Durch diese Presskraft werden die Scheiben der art 
auf einandergedriickt , dass absolute Dichtheit der Kanale 
gewahrleistet ist und ein allfalliger, innerhalb der 
Dichtungsringe mbglicher Totraum .eliminiert wird* 

Durch entsprechende Ausrichtung der Reaktionsscheiben 
1-10 fluchten ihre Reaktionskammern und Bohrungen so, dass 
sich im Stapel vier Kanale ergeben, von denen jetzt jeder 
mit einem der Mononukleotide A, T, C oder G beschickt wird 
(in der Zeichnung durch Pfeile angedeutet), wodurch die 
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wachsenden DNA-Stucke simultan um das entsprechende Nu- 
kleotid verlangert werden. 

Dazu wird die Reakt ionskammer 11 von Scheibe 1 jeweils 

5 fur die entsprechende Zeit in den Kanal gebracht, dessen 
Nukleotid angelagert werden soil (befindet sich in der 
Zeichnung im Kanal, in welchem mit T verlangert wird, 
wahrend sich die Kammer von Scheibe 2 im C-Kanal befindet: 
hier wiirde also C in der gleichen Zeit wie bei Scheibe 1 T 

10 angelagert werden) . Alle fiir die Ankniipfung der Mononu- 
kleotide erf order lichen Reaktionen und Waschprozesse 
( Schutzgruppenabspal tung , Capping, ggf. Oxidation) finden 
ebenfalls simultan statt ( kontinuierliches Dur chf lussver- 
fahren), Nach Beendigung eines Ankniipf ungszyklus werden 

15 die einzelnen Scheiben wieder so verdreht, dass ihre Kam- 
mern sich im Kanal des nachsten jeweils anzulagernden 
Nukleotids befinden. Zum Verdrehen der Scheiben wird die 
Mutter 24 gelost und anschliessend wieder angezogen. 1st 
die Synthese eines DM A-Fr agmentes in einer der Scheiben 

20 beendet, so wird ihre Kammer in die Leerposition gestellt, 
wobei die restlichen vier engen Bohrungen der Scheibe die 
vier Verbindungskanale fiir die Verlangerung der DNA- 
Segmente in den anderen Reaktionsscheiben aufrecht erhalten. 

25 Nach Beendigung der Synthesen aller DNA-Segmente in 

den einzelnen Reaktionsscheiben wird aus ihnen nach 
Auseinanderbauen den Vorrichtung und Entfernen der Fritte 
12 das Tragermaterial mit den anhaftenden synthetisierten 
Nukleotidsequenz entfernt. Nach Abspaltung der Schutz- 

30 gruppen und Loslosen vom Tragermaterial werden die ge- 

wiinschten ungeschiit zten DNA-Segmente aus den Rohgemischen 
mittels eines geeigneten Reinigungsmethode in reiner Form 
erhalten- 

35 Um die individuelle Drehung der einzelnen Reaktions- 

scheiben auf die sinnvollen Winkelschr itte von 72^ zu 
beschranken, miissen mindestens sichtbare Markierungen ange- 
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bracht werden. Besser ist allerdings ein Mechanismus der 
bei der richtigen Winkels tellung ein Einrasten vorsieht* 

Die Vorrichtung kann sowohl manuell als auch mecha- 
5 nisch mit geeigneten Antr iebsorganen bedient werden. 

Letztere Betr iebsweise kann auch mit einer Programmsteue- 
rung kombiniert werden. 

Die vorstehend als Ausf iihrungsbeispiel beschriebene 
-|0 Vorrichtung besteht aus Reaktionsscheiben mit ca. 60 mm 
Durchmesser und ca. 10 mm Dicke. Die Bohrungen 14 haben, 
wie bereits erwahnt, einen Durchmesser von ca. 1 mm. Die 
Reaktionskammern haben einen Durchmesser von ca. 6 mm. 
Diese Abmessungen haben aber lediglich im Zusammenhang mit 
einem bestimmten Syntheseprogr amm Bedeutung. Vorr ichtungen 
mit cleichem Aufbau- und Funktionsprinzip kbnnen in weiten 
Grenzen wahlbare Abmessungen aufweisen und konnen insbeson- 
dere wesentlich grosser sein als das beschriebene Ausfiih- 
rungsbeispiel . Auch die Zahl der Bohrungen pro Srheibe kann 
2Q grosser sein als bei dem vorstehend beschr iebenen Eeispiel. 
Dies ist beispielsweise fiir Peptidsynthesen wichtig. 

Ausserdem ist selbs tverstandlich auch die Form der 
Scheiben und speziell der Reaktionskammern in keiner Weise 

25 auf das Ausf iihrungsbeispiel beschrankt. So ware es bei- 
spielsweise moglich, anstelle der kreisf ormigen Anordnung 
der Bohrungen auf kreisrunden Scheiben eine lineare An- 
ordnung der Bohrungen und dementsprechend eine lineare 
Verschiebung der Scheiben anstelle der Verdrehung vorzu 

3Q sehen. 
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Patentansp' iiche 

1. Vorrichtung zur Durchf iihrung chemischer Reaktions- 
sequenzen gekennzeichnet durch 

- eine erste Anzahl n von Reakt ionsscheiben (1), die 
stapelf orraig iibereinander angeordnet und individuell 
gegeneinander verschiebbar sind. 



10 - Mittel zur Festlegung der Verschiebung in einer 

zweiten Anzahl m von gleichen Schritten, 

- m in den Schrittabs tanden voneinander angeordnete 

durchgehende Bohrungen (11, 14) der Scheiben, von denen 

15 eine je Scheibe zu einer Reaktionskammer (14) erweitert 
ist. 
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- Mittel zum Zuriickhalten eines Tragermater ials in 
der Reaktionskammer beim Durchf luss eines Reagenz. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Reaktionsscheiben kreisformig und gegenein- 
ander verdrehbar und die Bohrungen ebenfalls kreisformig 
auf ihnen angeordnet sind. 

3. vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Schrittabs tande gleiche Winkelschritte sind. 

4. vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
30 net, dass die Mittel zum Zuruckhalten des Tr agermaterials 

in der Reaktionskammer Fritten sind, die in entsprechenden 
Ausnehmungen der Reaktionskammer angeordnet sind. 
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5. Vorrichtung nach einem der vor angehenden Ansprtiche 

35 dadurch gekennzeichnet, dass die Unterflachen der Reaktions 

scheiben zu den Bohrungen konzentrisch umlaufende Nuten 
aufweisen, in denen 0-Ringe angeordnet sind. 
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